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Beschreibung * 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer freies Hamoglobin enthaltenden 
Probe durch optische Messung unter Zusatz eines Aufhellmittels zum Analysenreagenz. Insbesondere ist dieses 
5 Verfahren zur Bestimmung von Bestandteilen einer medizinischen Probe wie etwa der Parameter a-Amylase, 
Alkalische Phosphatase undy-GIutamyl-Transf erase in einer Blut-, Serum- oder Plasmaprobe geeignet 

Gerade bei der Bestimmung klinisch-diagnostisch relevanter Bestandteile in Blut-, Serum- bzw. Plasmaproben 
komrat es haufig vor, daB diese Probenmaterialien freies Hamoglobin enthalten, d. h. hamolytisch sind. Dabei 
kann die Hamolyse entweder die Folge von aus Erythrozyten freigesetztem nativem Hamoglobin oder der 

io therapeutischen Anwendung von Blutersatzmitteln auf Basis nichtzellularer Hamoglobinderivate sein. 

Speziell bei Verwendung von photometrischer Bestimmungsmethoden ist in vielen Fallen die Analyse solcher 
Hamoglobin enthaltender Proben im wesentlichen aufgrund der spektralen Eigenschaften von Hamoglobin bzw. 
Hamoglobinderivaten gestort oder ganzlich unmdglich. Dies gilt insbesondere dann, wenn die photometrische 
Messung mit einer Wellenlange durchgefuhrt wird, bei der eine starke Absorption von Hamoglobin stattfindet, 

15 beispielsweise bei Welleniangen zwischen ca. 400—420 nm und wenn gleichzeitig ein hoher Hamoglobingehalt 
in der Probe, <L h. ublicherweise > 500 mg/dl vorliegt 

Die Frage nach der Beseitigung solcher durch Hamolyse verursachten Analysenstorungen stellt sich mit der 
Verffigbarkeit von Blutersatzmitteln auf Basis von Hamoglobinderivaten in weitaus starkerem MaBe als bisher. 
Nach ihrer therapeutischen Verabreichung konnen im Blut-Serum oder -Plasma Hamoglobin-Spiegel von bis zu 

20 ca. 2000 mg/dl auftreten, wobei erschwerend hinzukommt, daB sich in diesem Fall das Vorhandensein von freiem 
Hamoglobin in der Probe auch nicht durch geeignete VorsichtsmaBnahmen bei der Serum- bzw. Plasma-Gewin- 
nung aus der Blutprobe vermeiden laBt 

Es besteht daher ein Bedarf an einem Verfahren, welches es ermdglicht, auch in stark hamolytischen, beispiels- 
weise Blutersatzmittel bis zu KLonzentrationen von mindestens 2000 mg/dl enthaltenden Serum- bzw. Plasma- 

25 proben storungsfrei photometrische Bestimmungen diagnostisch wichtiger Analyten durchfuhren zu konnen. 

Gelost wurde die der Erfindung zugrundeiiegende Aufgabe durch ein Verfahren zur Beseitigung oder/und 
Verminderung von Stdrungen, die durch Anwesenheit von freiem Hamoglobin hervorgerufen werden, bei der 
Bestimmung eines Analyten in einer Probe durch optische Messung, wobei man dem fur die Bestimmung des 
Analyten verwendeten Reagenz oder einem Teil davon eine oder mehrere peroxidische Verbindungen zusetzt. 

30 Durch den erfindungsgemaBen Zusatz von peroxidischen Verbindungen zum Analysereagenz oder einem 
oder mehreren Teilreagenzien konnen einerseits spektrale Stdrungen durch das in der Probe vorhandene 
Hamoglobin beseitigt werden. Andererseits konnen auch Stdrungen beseitigt werden, die durch Wechselwir- 
kungen von Hamoglobin mit in der Probe vorhandenen weiteren Substanzen auftreten. 

Das Reagenz, welches der Probe zugesetzt wird, kann in flussiger oder fester Form vorliegen. Fur Analytbe- 

35 stimmungen, die in flussiger Phase durchgefuhrt werden, wird man vorzugsweise der Probe auch ein flussiges 
Reagenz zusetzen. Bei Trockentests kann das Reagenz aber auch in fester Form, z. B. in Form von impragnierten 
Fasern oder Vliesen vorliegen. 

Als peroxidische Substanzen kommen sowohl anorganische als auch organische Peroxide in Frage Bevorzugt 
sind anorganische peroxidische Verbindungen wie etwa H2O2, Peroxide, Perborate, Persulfate, Peroxodisulfate, 

40 Pe "carbonate eta Besonders bevorzugt werden die peroxidischen Verbindungen ausgewahlt aus der Gruppe 
be^tehend aus H 2 0 2 und Perboraten wie etwa NaB0 2 x H2O2 x 3 H2O bzw. Na 2 B 4 0 7 x H2Q2 x 9H2O. 

Die Endkonzentration der peroxidischen Verbindungen im Testansatz kann fiber einen breiten Bereich 
variiert werden. Sie betragt vorzugsweise 1—500 mmol/1 und besonders bevorzugt 5—200 mmol/1 bezogen auf 
den Gehalt an O2 2 ~ im Testansatz, 

45 Durch den Zusatz peroxidischer Verbindungen kommt es nach dem Vermischen der Probe mit dem Analysen- 
reagenz zu einer raschen Ausbleichung der vom Hamoglobin bzw. Hamoglobinderivat hervorgerufenen Far- 
bung, ohne daB gleichzeitig eine sich im selben Reaktionsansatz anschlieBende Bestimmung des Analyten wie 
z. B. eines Enzyms mittels chromogener Substrate signiflkant beeintrachtigt wird. Dieser Befund ist sehr uberra- 
schend, da keinesfalls vorhergesehen werden konnte, daB peroxidische Verbindungen auch in hoheren Konzen- 

50 trationen sowie innerhaib des fur photometrische Serum- bzw. Plasmaanalysen ublicherweise verwendeten 
Temperaturbereichs, d. h. im allgemeinen von 25—37° C, auch fiber eine langere Einwirkungszeit, ± h. vorzugs- 
weise fiber mindestens 1 min und besonders bevorzugt fiber mindestens 2— 10 min hinweg keine Beeinflussung 
von enzymatischen Aktivitaten und/oder eine Stoning der jeweiligen Indikatorreaktion verursachen. 
Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich insbesondere fur optische Messungen, die bei mindestens einer 

55 MeB wellenlange durchgefuhrt werden, bei der natives Hamoglobin bzw. synthetische Hamoglobinderivate eine 
Absorption aufweisen. Besonders bevorzugt wird das Verfahren bei optischen Messungen in den Me&wellenlan- 
genbereichen von etwa 380—450 nm und insbesondere von 400—420 nm oder/und 520—590 nm durchgefuhrt, 
wo Hamoglobin seine Haupt- bzw. Nebenabsorptionen aufweist 

Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich zur fr stimmung beliebiger Proben, in denen freies Hamoglobin 

60 vorliegt- Beispiele fur solche Proben sind nativ hamcv/usche Blut-, Serum- oder Plasmaproben oder Proben, die 
ein Blutersatzmittel auf Basis von Hamoglobinderivaten enthalten. Beispiele fur Blutersatzmittel die im Sinne 
der vorliegenden Erfindung unter dem Begriff "freies Hamoglobin" fallen, sind modifizierte oder intramolekular 
oder intennolekular vernetzte bzw. polymerisierte Derivate von Hamoglobinen, insbesondere von Humanha- 
moglobin oder Rinderhamogiobin, z, B. DCL-Hamoglobin (Diaspirin-Crosslinked-Hamoglobin), sowie rekombi- 

65 nant z. B. aus Mikroorganismen gewonnene Hamoglobin-Muteine (vgL z. B. "Blood Substitutes w , R.M. Winslow, 
KJD. Vandegriff, M Intaglietta (Hrsg.), Birkhauser, Boston 1995 und EP-A-0700 997% 

In einer bestimmten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens handelt es sich bei dem zu bestim- 
menden Analyten um ein Enzym. Bevorzugte Enzyme sind ausgewahlt aus der Gruppe der Hydrolasen wie z. B. 

2 
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a-Amyiase, Alkalische Phosphatase unci y-Glutamyi-Transferase (y-GT). Daruberhinaus ist das erfindungsgeraa- 
6e Verfahren auchzur Bestimmung anderer Analyten geeignet 

Als Probe beim erfindungsgemaBen Verfahren wird vorzugsweise eine medizinische Probe, z. B. eine Blut-, 
Serum- oder Plasmaprobe eingesetzt, insbesondere eine humane Serum- oder Plasmaprobe. 

Ein besonderer Vorteil des erfindungsgemaBen Verf ahrens besteht darin, daB es in einem Analyseautomaten 
durchgefuhrt werden kann, z. B. an einem Boehringer Mannheim/Hitachi 704- oder 717-AnaIysegerat 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Bestimmung des Analyten im erfindungsgemaBen Verfahren 
als Mehr-Schritt-Test, z. B. als Zwei-Schritt-Test durchgefuhrt, wobei der Probe nacheinander mindestens zwei 
Teiireagenzien zu unterschiedlichen Zeitpunkten zugesetzt werden. Bei einer solchen Mehr-Schritt-Testfuhrung 
werden die peroxidischen Verbindungen vorzugsweise dem Teilreagenz zugefugt, das als erstes der Probe 
zugesetzt wird. Die eigentliche Analytbestimmung erfolgt dann vorzugsweise friihestens nach Zugabe des 
zweiten Teilreagenzes, das z. B.im Falle einer Enzymbestimmung ein chromogenes Farbsubstrat enthalten kann. 

Wenn bei einer Mehr-Schritt-Testfuhrung die peroxidischen Verbindungen zusammen rait einem ersten 
Teilreagenz zugesetzt werden, konnen das zweite oder mindestens eines der weiteren Teiireagenzien dann 
gegebenenfalls noch ein Mittel enthalten, mit dem die aus dem ersten Teilreagenz stammenden uberschussigen 
peroxidischen Verbindungen wieder entfernt werden, um die etwaigen Storungen von anderen, im gleichen 
ReaktionsgefaB anschlieBend durchgefuhrten Analysen aufgrund von sogenannten Verschleppungseffekten zu 
vermeiden. 

Werden als Peroxide H 2 0 2 oder/und Perborate eingesetzt, so umfaBt das Mittel zur Entfernung der peroxidi- 
schen Verbindungen vorzugsweise ein Peroxid-umsetzendes Enzym wie etwa Katalase oder/und Peroxidase 
gegebenenfalls zusammen mit einem oder mehreren geeigneten Substraten des Peroxid-umsetzenden Enzyras. 

Weiterhin kann dem Analysenreagenz oder einem Teilreagenz davon zur Vermeidung der Bildung von 
Superoxidradikalen O2 noch Superoxiddismutase zugesetzt werden. 

Durch das erfindungsgemaBe Verfahren kann ohne weitere MaBnahmen eine Wiederfindung des nachzuwei- 
senden Analyten auch in hamolytischen Proben von 100 ± 10% und vorzugsweise 100 ± 5% erreicht werden, 
wenn zum ersten MeBzeitpunkt die Ausbleichung von Hamoglobin oder Hamoglobinderivat durch die peroxidi- 
schen Verbindungen im wesentlichen vollstandig abgeschlossen oder zum Srillstand gekommen ist Ist dagegen 
die Ausbleichreaktion zu Beginn der Messung noch nicht zum Stillstand gekommen, was gegebenenfalls bei 
einer sehr hohen Hamoglobin-Konzentration in der Probe und/oder einem verhaltnismaBig hohen Probe- zu 
Reagenz- Volumenverhaltnis der Fall sein kann, so kann zum Erreicfaen der gewunschten Analysengenauigkeit 
bevorzugt noch eine Leewertkorrektur durchgefuhrt werden. Diese Leerwertkorrektur kann beispielsweise 
dadurch erfolgen, daB man von dem MeBsignaJ, welches mit dem peroxid- und chromogenhaltigen Reagenz 
erhalten wird, das Leerwertsignal abzieht, welches im gleichen MeBzeitraum in einem parallelen Testansatz mit 
dem ebenfails peroxidhaitigen, jedoch chromogenfreien Reagenz erhalten wird. Besonders bevorzugt erfolgt die 
Leerwertkorrektur durch Abziehen eines kinetischen Leerwerts. 

Bei einem Zwei-Schritt-Test erfolgt die Bestimmung des Leerwerts vorzugsweise derart, daB ein peroxidhalti- 
ges erstes Teilreagenz (Rl), vorzugsweise ein Reagenz mit gleicher Peroxidkonzentration wie im Testansatz, 
und nachfolgend ein chromogenfreies zweites Teilreagenz (R2) zur Probe gegeben wird und aus diesem Testan- 
satz dann der vom MeBsignal abzuziehende Leerwert ermittelt wird. 

Ein weiterer Gegenstand der voru'egenden Erfindung ist ein Reagenzienkit zur Bestimmung eines Analyten in 
einer Probe durch optische Messung, der neben den zur Analytbestimmung erforderlichen Komponenten 
mindestens eine peroxidische Verbindung zur Beseitigung oder/und Verminderung von Storungen, die durch 
freies Hamoglobin hervorgerufen werden, enthalt Vorzugsweise besteht der Reagenzienkit aus mindestens 
zwei raumlich voneinander getrennten Teiireagenzien. Ein Teilreagenz enthalt vorzugsweise die peroxidische 
Verbindung getrennt von alien anderen Komponenten. In diesem Teilreagenz kann die peroxidische Verbindung 
in fester oder flussiger Form, z. B. als Puiver oder Tablette oder auch als stabilisierte Ldsung vorliegen, Das die 
peroxidische Verbindung enthaltende Teilreagenz wind vor der Durchfuhrung des Tests vorzugsweise mit einem 
weiteren Teilreagenz vermischt 

Ein erftndungsgemaBer Reagenzienkit zur Bestimmung von Enzymen enthalt vorzugsweise ein erstes die 
peroxidische Verbindung enthaltendes Teilreagenz, ein weiteres mit der peroxidischen Verbindung mischbares 
Teilreagenz und ein separates Reagenz, welches ein chromogenes Farbsubstrat enthalt 

Ein erfindungsgemaJBer Reagenzienkit zur Bestimmung von a- Amylase umfaBt vorzugsweise ein erstes Teil- 
reagenz, welches die peroxidische Verbindung enthalt, ein weiteres mit der peroxidischen Verbindung kompati- 
bles Teilreagenz, welches gegebenenfalls ein a-Amylase-Hilfsenzym wie etwa a-GIucosidase oder/und einen 
Annkorper enthalt, sowie ein weiteres Teilreagenz, das ein chromogenes a-Amyiasesubstrat, beispielsweise ein 
oligomeres Glucosid enthalt. 

Ein erfindungsgemaBer Reagenzienkit zur Bestimmung von alkalischer Phosphatase umfaBt vorzugsweise ein 
erstes, die peroxidische Verbindung enthaltendes Teilreagenz. Ein weiteres Teilreagenz, welches mit dem ersten 
Teilreagenz kompatibel ist, enthalt vorzugsweise einen geeigneten alkalischen Puffer, und ein weiteres Teilrea- 
genz, enthalt ein chromogenes Substrat der Alkalischen Phosphatase, z. B. einen Phosphatester wie etwa 
4-Nitrophenyiphosphat 

Ein erfindungsgemaBer Reagenzienkit zur Bestimmung von Y-Giutamyltransferase umfaBt vorzugsweise ein 
erstes, die peroxidische Verbindung enthaltendes Teilreagenz, ein zweites Teilreagenz, welches einen geeigneten 
Puffer enthalt, und ein weiteres Teilreagenz, das ein chromogenes Substrat der y-GT, z. B. L-y-GlutamyI-3-car- 
boxy-4-nitroanilid enthalt. 

Weiterhin soil die voriiegende Erfindung durch die beigefugten Abbildungen sowie die nachfolgenden Bei- 
spiele erlautert werden. 
Es zeigen: 
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Abb. 1 den zeitlichen Verlauf des Me B signals bei einer Bestimraung von Alkalischer Phosphatase in Proben 
mit unterschiedlichen Gehalten an Hamoglobinderivat ohne Zusatz einer peroxidischen Verbindung; 

Abb. 2 den zeitlichen Verlauf des MeBsignais bei einer Bestimmung von Alkalischer Phosphatase in Proben 
mit unterschiedlichen Gehalten an Hamoglobinderivat unter Zusatz einer peroxidischen Verbindung (1 —4) bzw. 
5 den zeitlichen Verlauf des MeBsignais f fir eine Leerwertkorrektur (1' —4'); 

Abb. 3 den zeitlichen Verlauf des MeBsignais bei einer a-Amyiasebestimmung in Proben mit unterschiedli- 
chen Gehalten an Hamoglobinderivat ohne Zusatz einer peroxidischen Verbindung; 

Abb. 4 die zeitlichen Verlauf des MeBsignais bei einer a-Amylase Bestimmung in Proben mit unterschiedli- 
chen Gehalten an Hamoglobinderivat unter Zusatz einer peroxidischen Verbindung (1 —4) bzw. den zeitlichen 
io Verlauf des Signals fur eine Leerwertkorrektur (1 ' — 4*); 

Abb. 5 den zeidichen Verlauf des MeBsignais bei einer Bestimmung von y-GT in Proben rait unterschiedlichen 
Gehalten an Hamoglobinderivat ohne Zusatz einer peroxidischen Verbindung; 

Abb. 6 den zeitlichen Verlauf des MeBsignais bei einer y-GT Bestimmung in Proben mit unterschiedlichen 
Gehalten an HB-Derivat unter Zusatz einer peroxidischen Verbindung (1—7) und 
is Abb. 7 den zeitlichen Verlauf des Signals fQr eine parallel zu den Versuchen in Abb. 6 durchgefuhrten 
Leerwertkorrektur (1'— 7% 

Beispiele 

20 Beispiel 1 

Bestimmung der Alkalischen Phosphatase (AP) in Hamoglobinderivat-haltigem Serum 



1.1. Probenmaterial 



25 



Je 0,40 ml eines Humanserumpools werden mit 0,01— 0,10 ml Hamoglobin-Derivat (di-aspirin crosslinked 
hemoglobin, 'DCIHb', 10 g/dl; Fa. Baxter) in Stufen von 0,01 ml aufgestockt und zum Volumenausgleich mit 03% 
NaCl-Ldsung auf jeweils 0,50 ml aufgefullt (DCIHb- Konzentration 200—2000 mg/dl). 
Als Kontrolle wird eine Mischung von 0,40 ml des seiben Serumpools mit 0,10 ml 0,9%iger waBriger NaCl-Ld- 
30 sungmitgefuhrt. 

1.2. Reagenzien 

1.2.1. Alkalische Phosphatase-Grundreagenz (entsprechend Empfehlung der Deutschen Gesellschaft fur 
35 Klinische Chemie) 

AP DGKCh (Sys 2-Packung, Boehringer Mannheim GmbH, Best-Nr. 1 662 902); Zusammensetzung: 



40 



45 



Rl: D(-) -N-Methylglucamin- HC1 (pH 10,1) 610 mmol/1 

Mg-Acetat 0,61 tnmol/1 

NaCl 85,4 mmol/1 

R2: 4-Nifcrophenylphosphat 122 ramol/1 



50 1^2. Alkalische Phosphatase-Reagenz mit Peroxid-Zusatz 

Wie 1.2.1., nur daB zu Rl noch H2O2 zu einer Konzentration von 147 mmol/1 zugesetzt wird (0,5 ml Perhydrol 
30%ig pro 30 ml Rl) (H 2 0 2 -Endkon2:entratioa imTest = 120 ramol/l). 

55 13. Durchfuhning der Bestimmung 

Die Bestimmung der Alkalischen Phosphatase wurde am Boehringer Mannheim/Hitachi 717-AnaIysenauto- 
mat bei 37° C mit Gerateeinsteilungen gemaB der Arbeitsvorschrift der Packungsbeilage durchgefuhrt (5 |il 
Probe, 250 jil Rl, 50 \i\ R2; Wellenlangen 7007405 am; MeBintervall 30.— 38. MeBpunkt). 



60 



1.4. Ergebnisse 

1.4.1. Reaktionskinetik(zeitlicher Extinktionsverlauf) 

65 Abb. 1 zeigt den zeitlichen Extinktionsverlauf im Alkalische Phosphatase-Test bei Verwendung des Grand- 
reagenzes (1.2.1) und folgender Proben: 

— Kurve 1:0,9% NaCI(» Reagenzleerwert) 
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— Kurve 2: Serum ohne DClHb 

— Kurve 3: Serum rait 1000 rag/dl DClHb 

— Kurve 4: Serum rait 2000 mg/dl DClHb. 

Zumindest rait dem Serum rait einem DCLHb-Gehalt von 2000 mg/dl wird rait ca. 23 eine Ausgangsextinktion 5 
erreicht, die an der photometrischen Erf assungsgre nze liegt und keine zuverlassige Bestimmung der Enzymakti- 
vitat raehr erlaubt 

Dagegen fuhrt, wie aus Abb. 2 ersicbtlich (Zuordnung der Extinktionsveriaufe zu den verschiedenen Proben 
wie bei Abb. l\ die Anwesenbeit von Peroxid in Rl des Alkalische Phosphatase-Reagenzes zu einer raschen 
Absenkung der vom Hamoglobin-Derivat verursacbten Ausgangsextinktion, so da£ zu Beginn des MeBinter- 10 
vails (MeBpunkt 30) auch bei dem auf 2000 mg/dl mit DClHb aufgestockten Serum eine Anfangsextinktion von 
weniger als 0,2 erreicht wird. Eine der Farbbildung aus dem chromogenen Substrat im MeBintervall evtL noch 
unterlagerte weitere Hamoglobin-Ausbleichung laBt sich durch Mitfuhren eines separaten Reaktionsansatzes 
mit chromogenfreiem R2 ( = Rl aus dem Grundreagenz) ermitteln und bei der Berechnung der AP-Aktivitat in 
Korrektur bringen (Kurven 1 '—4' der Abb. 2\ 15 

1.4.2. Alkalische Phosphatase- Wiederfindung 

In nachfolgender Tabelle sind die Daten zur Wiederfindung der Alkalischen Phosphatase in dem mit unter- 
schiedlichen DClHb-Mengen aufgestockten Serum- Pool bei Verwendung (a) des herkdmmlichen AP-Reagenzes 20 
und (b) des mit H2O2 in Rl versetzten AP-Reagenzes aufgeiistet: 







Wiederfindung AUcalische Phosphatase* 
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*) Kalibration der Tests jeweils mit Calibrator for Automa- 
ted Systems, Boehringer Mann heim GmbH, Best. -Nr. 759 350 



Aus der Tabelle ist zu ersehen, daB die Wiederfindung der alkalischen Phosphatase mit dem herkdmmlichen 60 
Analysenreagenz mit steigender Probenkonzentration an Hamoglobin-Derivat erheblich abnimmt, wahrend sie 
mit dem erfindungsgemaSen Peroxid-Zusatz auch bei 2000 mg DClHb/dl noch bei uber 90% (Berechnung ohne 
Leerwertkorrektur) bzw. >: 95% (Berechnung mit Leerwertkorrektur) liegt. 

Identische Ergebnisse werden auch erhalten, wenn der Serumpool anstelle von DClHb mit dem Hamoglobin- 
Derivat der Fa. Somatogen (rekombinantes Huma n-Hamoglobin aus EL coii mh intramolekularer di-a- Fusion) 65 
auf gestockt wird. 

Das Resultat andert sich auch nicht, wenn Rl anstelle von H2O als Peroxid Natrium-Perborat (Na- 
B02-H202*3 H2O) zugesetzt wird; z. B. wurden bei Perborat-Konzentrationen von 14,4 bzw. 283 mmol/1 Rl 

5 
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(EndkonzentrationimTest = 1 13 bzw. 23,6 mmol/1) folgende AP-WIederfindungen gemessen: 



5 


Probe 


DCLHb-Gehalt 


Wiederf indung Alkalis die Phosphatase (%) 






(mg/dl) 














Rl oiane 


Rl rait 


Rl mit 


10 






Perfooirafc 


14,4 mmol/1 


28,8 mmol/1 


15 


1 


0 


(100) 


103* 


103* 




2 


2.000 


67 


101* 


102* 



20 



25 



30 



* ) korrigiert uber Abzug des kinetischen Leerwerts (Test- 
ansatz mit chromogenfreiem R2) 

SchlieBIich werden auch keine davon abweichenden Ergebnisse erhalten, wenn R2 zum Peroxidabbau z. B. 
noch Katalase zugesetzt wird 

Beispie!2 

Bestimmung der a- Amylase in Hamoglobinderivat-haltigem Serum 



35 



40 



45 



50 



2.1. Probenraaterial 

Art und Herstellung s. Beispiel 1, Punkt 1.1. 

22. Reagenzien 
22.1. Amylase-Grundreagenz 
a-Amylase EPS liquid (Sys 2-Packung, Boehringer Mannheim GmbH, Kat-Nr. 1555 693); Zusammensetzung: 



Rl: a-Glucosidase 

HEPES-Puffer (pH 7,15) 

NaCl 

MgCl 2 



2s 4 U/ral 

52 . 5 mmol/1 
87,0 mmol/1 

12 . 6 nunol/1 



55 



R2: 4, 6-Ethylideri-G7 PNP 

HEPES-Puffer (pH 7,15) 



22,0 mmol/1 
52,5 mmol/1 



60 



65 



Amylase-Reagenz mit Peroxid-Zusatz 

Wie 22.1, nur daB Rl noch H2O2 auf eine Konzentration von 147 mmol/1 zugesetzt wird (0,5 ml Perhydrol 
30%ig pro 30 ml Rl) H 2 02-Endkonzentration im Test = 118 mmol/1). 

23. Durchfuhrung der Bestimmung 

Die Amylase-Bestimmung wurde am Boehringer Mannheim/Hitachi 717-Anatysenautomat bei 37° C mit 
Gerateeinsteliungen gemafi der Arbeitsvorschrift der Packungsbeilage durchgefuhrt (10 \i\ Probe, 250 jxl Rl, 
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50 nl R2; Wellenlangen 700/405 nm; MeBintervall 40.— 50. MeBpunkt). 



2.4. Ergebnisse 

2.4.1. Reaktionskinetik (zeitlicher Extinktionsverlauf) 

Abb. 3 zeigt den zeitlichen Extinktionsverlauf im Amylase-Test bei Verwendung des Grundreagenzes (22.1) 
und folgenden Proben: 



— Kurve 1:03% NaCl( = Reagenzleerwert) 

— Kurve 2: Serum ofane DCIHb 

— Kurve 3: Serum mit 1000 mg/dl DCIHb 

— Kurve 4: Serum mit 2000 mg/dl DCIHb. 



Aus Abb. 3 ist zu ersehen, daB schon bei einer DClHb-Konzentration von 1000 mg/dl im herkdmmlichen is 
Amylase-Test erne Grundextinktion von mehr als 2 erreicht wird, wahrend bei der mit DCIHb zu 2000 mg/dl 
aufgestockten Probe der MeBbereich des Photometers uberschritten wird und somit eine Bestimmung der 
Amylase vollig unmoglich ist. 

Dagegen fuhrt, wie aus Abb. 4 ersichtlich (Zuordnung der verschiedenen Extinktionsveriaufe zum Probenma- 
tenal wie bei Abb. 3% der Zusatz von Peroxid zu Rl des Amylase-Reagenzes zu einer raschen Absenkung der 20 
vom Hamoglobin-Derivat verursachten Ausgangsextinktion, so daB zu Beginn des MeBintervalb (MeBpunkt 40) 
auch bei dem auf 2000 mg/dl mit DCIHb aufgestockten Serum eine Anfangsextinktion von nur ca. 03 erreicht 
wuxL Analog der AP- Bestimmung empfiehlt es sich auch hier, zur Erfassung einer weiteren Hamogiobin-Aus- 
bleichung im MeBfenster einen separaten Reaktionsansatz mit chromogenfreiem R2(= Rl aus dem Grundrea- 
genz) nutzufuhren und bei der Berechnung der Amylase- Aktivitat in Korrektur zu bringen (Kurven 1'— 4' der 25 
Abb. 41 



2.42. Amylase- Wiederfindung 

In nachfolgender Tabelle sind die Daten zur Amylase- Wiederfindung in dem mit unterschiedlichen DCIHb- 30 
Mengen aufgestockten Serum-Pool bei Verwendung (a) des herkommlichen Amylase-Reagenzes und (b) des 
gleichen, jedoch mit H 2 0 2 in Rl versetzten Amylase-Reagenzes aufgelistet: 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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15 



20 



25 







Wiederf indung Amylase* 


P rob en 


DC1 Hh-Konzen- 


Reagenz ohzie H 2 0 2 -Zusat2 


Reagenz* mifc H 2 Q 2 - 


Nr. 


tration 






Zusatz** 






(mg/dl) 














U/l 


% 


U/l 




i 

-L 




122 


(100) 


119 


98 




n n 


95 


78 


114 


93 




Ann 


79 


65 


120 


98 




DUU 


84 


69 


117 


96 


b 


13 n n 


76 


62 


115 


94 




1.000 


83 


68 


113 


93 


7 


1.200 


88 


72 


117 


95 


8 


1.400 


86 


71 


114 


93 


9 


1.600 


69 


57 


112 


92 


10 


1.800 


65 


53 


111 


91 


11 


2.000 


- 13 


- 11 


112 


92 



*) Kalibration der Tests jeweils mit Calibrator for Automa- 
ted Systems, Boehringer Mannheim GmbH, Best. -Nr. 759 350 
**) korrigert uber Abzug des kinetischen Leerwerts (Test- 
ansatz mit ciuromogenfreiem R2) 



40 Aus der Tabeile ist zu ersehen, daB die Amylase- Wiederfindung mit dem herkdmmlichen Reagenz bei 
steigender DClHb-Konzentration abnimmt und bei 2000 mg/dl sogar negative Werte erreicht, wahrend sie 
durch den erfindungsgemaBen Peroxid-Zusatz immer uber 90% betragt 
Im ubrigen gelten die fur die AP- Bestimmung gemachten Aussagen analog. 

45 Beispiel3 

Bestimmung der y-Glutamyl-Transferase (y-GT) in Hamoglobinderivat-haltigem Serum 



so 3.1. Probenmaterial 

Art und Herstellung s. Beispiel 1, Punkt 1.1. 

3.2. Reagenzien 

55 

3.2.1. Y-GT-Grundreagenz 
Gamma-GT(Sys 2-Packung, Boehringer Mannheim GmbH, Best-Nr. 1 489 496); Zusammensetzung: 

60 Rl: NaOH 76 ramol/1 

Glycylglycin 150 ramol/1 

(pH 7,7) 

65 R2: li-y- Glut amy 1 - 3 - carboxy- 4 - ni troani lid 6 mmol/1 Rl 



8 
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3.2-2. y-GT-Reagenz mit Peroxid-Zusatz 

Wie 3.2.1, nur daB zu Rl noch H2O2 auf eine Konzentration von 147 mmol/1 gegeben wird (0,5 ml Perhydrol 
30%ig pro 30 ml Rl) ( H 2 02-Endkonzentration im Test = 116 mmol/1). 

33. Durchfuhrung dery-GT-Bestimmung 

Die y-GT-Bestimmung wurde am Boehringer Mannheim/Hitachi 717-Analysenautomat bei 37° C mit Gerate- 
einstellungen gemaB der Arbeitsvorschrift der Packungsbeilage durchgefuhrt (15 Probe, 250 \xl Rl 50 id R2* 
Wellenlangen 660/405 nm; MeBintervall 30. — 50. MeBpunkt). 

3.4. Ergebnisse 

3.4.1. Reaktionskinetik(zeitiicher Extinktionsverlauf) 

Abb. 5 zeigt den zeitlicben Extinktionsverlauf im y-GT-Test bei Verwendiing des Grundreagenzes (3.2.1) und 
folgenden Proben: 



10 



15 



20 



— Kurve 1:03% NaCl( = Reagenzleerwert) 

— Kurve 2: Serum ohne DCIHb 

— Kurve 3; Serum mit 400 mg DClHb/dl 

— Kurve 4; Serum mit 800 mg DClHb/dl 

— Kurve 5: Serum mit 1200 mg DClHb/dl 

— Kurve 6: Serum mit 1600 mg DCIHb/dl 

— Kurve 7: Serum mit 2000 mg DClHb/dL 25 

Aus Abb. 5 ist zu ersehen, daB schon bei einer DOHb-Konzentration von 800 mg/dl im herkommlichen 
y-GT-Test eine Gnmdextinktion von mehr als 2 erreicht wird, wahrend bei den mit DCIHb auf mehr als 
1600 mg/dl aufgestockten Proben der MeBbereich des Photometers uberschritten wird und somit von vorneher- 
ein keine Bestimmung der y-GT mehr moglich ist 30 

Dagegen fuhrt, wie aus Abb. 6 ersichtlich (Zuordnung der Extinktionsverlauf e zu den verschiedenen Proben 
wie bei Abb. 5), die Anwesenheit von Peroxid in Rl des y-GT-Reagenzes zu einer raschen Absenkung der vom 
Hamoglobin-Derivat verursachten Ausgangsextinktion, so daB zu Beginn des MeBintervalls (MeBpunkt 30) auch 
bei dem auf 2000 mg/dl mit DCIHb aufgestockten Serum eine Anfangsextinktion von nur knapp mehr als 1 
erreicht wird. 

Der dera von der Umsetzung des chromogenen Substrats herruhrenden Farbsignal noch unterlagerte weitere 
Hamogiobin-Ausbleicheffekt laBt sich auch bier, analog Beispielen 1 und % in einem parallelen Testansatz mit 
H 2 0 2 -haltigem Rl und mit Rl des Grundreagenzes als chromogenfreiem R2 ermitteln (Kurven l r — V der 
Abb. 7) und bei der Berechnung fur die y-GT-Wiederfindung beriicksichtigen. 

2.4^. y-GT-Wiederflndung 

In nachfolgender Tabelle sind die Daten zur y-GT-Wiederflndung in dem mit unterschiedlichen DQHb-Men- 
gen aufgestockten Serum-Pool bei Verwendung (a) des herkommlichen y-GT-Reagenzes und (b) des mit H 2 0 2 in 
Rl versetzten y-GT-Reagenzes aufgelistet: 
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10 



15 



20 



25 







Wiederf indung y-GT* 


Proben- 


DClHb-Kon- 


Reagenz oime 


H 2 0 2 - 


Rpacrenz mit 




Nr. 


zentrafcion 
(mg/dl) 


Zusattz 














U/l 




U/l 




X 


n 
u 


53,3 




(100) 


52, 3 


98 


2 


n rt 


31, 9 




60 


49,6 


93 


•a 




17 , 0 






48,2 


90 


x 
4 


o uu 


-1,7 




- 3 


49, 8 


93 


er 


O \J \J 


- 9,1 




- 17 


48 , 5 


91 


© 


i nftfi 


- 24,8 




- 47 


48,1 


90 


/ 


1 ?Oft 

X • aWV 


- 30,0 




- 56 


49,4 


93 


8 


1.400 


- 30,1 




- 56 


51,9 


97 


9 


1.600 


- 9,5 




- 18 


51,8 


97 


10 


1.800 


- 10,4 




- 19 


50,0 


94 


11 


2.000 


- 10,3 




- 19 


50,8 


95 



*) Kalibration der Tests jeweils mit Calibrator for Automa- 
ted Systems, Boehringer Mannheim GmbH, Best . -Nr. 759 350 
**)korrigert uber Abzug des kinetischen Leerwerts (Test- 
ansatz mit chromogenf reiem R2) 



40 Aus der Tabelle ist zu ersehen) daB die y-GT-Wiederfindung mit dem herkdmmlichen Reagenz mit steigender 
DClHb-Konzentration sehr schnell absinkt und bereits ab 600 mg/dl sogar negative Werte annimmt, wahrend 
sie beim Reagenz mit dem erfindungsgemaBen Peroxid-Zusatz immer ^ 90% betragt 

Bezuglich der Ergebnisse mit dem Hamoglobinderivat der Fa. Somatogen, dem Einsatz von Natrium-Perborat 
anstelle von H 2 0 2 sowie dem fakultativen Zusatz von Katalase zu R2 gelten im Qbrigen die fur die AP-Bestim- 

45 mung gemachten Angaben analog. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Beseitigung oder/und Verminderung von Storungen, die durch Anwesenheit von freiem 
so Hamoglobin hervorgerufen werden, bei der Bestimmung eines Analyten in einer Probe durch optische 

Messung, dadurch gekennzeichnet, daB man dem zur Bestimmung des Analyten verwendeten Reagenz 
oder einem Teil davon eine oder mehrere peroxidische Verbindungen zusetzt 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man anorganische peroxidische Verbindungen 
verwendet 

55 3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die peroxidischen Verbindungen ausgewahlt 

werden aus der Gruppe bestehend aus H2O2 und Perboraten. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1—3, dadurch gekennzeichnet, daB man die optische Messung bei 
mindestens einer MeBwellenlange durchfuhrt, bei der Hamoglobin eine Absorption aufweist 

5. V- -fahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB man die optische Messung bei MeBweilenlan- 
60 ger ^n 380—450 nm oder/und 520—590 nm durchfuhrt 

6. \ - . f ahren nach einem der Anspruche 1—5, dadurch gekennzeichnet, daB man einen Analyten bestimmt, 
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus a- Amylase, Alkalischer Phosphatase und y-Glutamyl-Transf era- 
se. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1—6, dadurch gekennzeichnet, daB die Endkonzentration der 
65 peroxidischen Verbindungen im Testansatz 1 — 500 mmol/1 bezogen auf den Gehait an 02 2 ~ betragt 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Endkonzentration 5—200 mmol/1 betragt 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1—8, dadurch gekennzeichnet, daB die Einwirkungszeit der peroxi- 
dischen Verbindungen auf die Probe vor der Messung mindestens 1 Minute betragt 

10 
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10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-9, dadurch gekennzeichnet daB die Bestimmung als Mehr- 
Schntt-Test durcbgefuhrt wird, wobei der Probe raindestens zwei Teilreagenzien zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten zugesetzt werden. 

11. Verfahren nach Anspruch 10 f dadurch gekennzeichnet, daB die peroxidischen Verbindungen rait dem 
ersten Teilreagenz zugesetzt werden. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 — 11, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Probe bestimmt die 
ein Blutersatzmittel enthalt 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-12, dadurch gekennzeichnet, daB die Bestimmung an einer 
Serum- oder Plasmaprobe durchgefuhrt wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-13, dadurch gekennzeichnet, daB man die Bestimmung in einem 
Analyseautomaten durchfuhrt 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 —4, dadurch gekennzeichnet, daB man das bei der Anaiytenbe- 
stimmung erhaltene MeSsignal einer Leerwertkorrektur unterzieht 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB man vora MeBsignal den kinetischen Leer- 
wert abzieht 

17. Reagenzienkit zur Bestimmung eines Analyten in einer Probe durch optische Messung, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB er neben den zur Analytbestimmung erforderlichen Koroponenten raindestens eine peroxidi- 
sche Verbindung zur Beseitigung oder/und Verminderung von Storungen, die durch freies Hamogiobin 
nervorgerufen werden, enthalt 

18. Reagenzienkit nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB er aus raindestens zwei raumlich vonein- 
ander getrennten Teilreagenzien besteht wobei ein Teilreagenz die peroxidische Verbindung und das oder 
die anderen Teilreagenzien weitere Testkomponenten enthalten. 

19. Reagenzienkit nach Anspruch 17 oder 18, zur Bestimmung von a- Amylase, umfassend ein erstes 
Teilreagenz, das eine peroxidische Verbindung enthalt, ein zweites Teilreagenz, das einen geeigneten Puffer 
und gegebenenf alls em a-Amyiase-Hilfsenzym oder/und einen Antikorper enthalt, und ein weiteres Teilrea- 
genz, das ein chromogenes a-Amylasesubstrat enthalt 

20. Reagenzienkit nach Anspruch 17 oder 18, zur Bestimmung von Alkalischer Phosphatase, umfassend ein 
erstes Teilreagenz, das eine peroxidische Verbindung enthalt ein zweites Teilreagenz, das einen geeigneten 
enSlit Cm WdtereS Teilrea S enz ' ein chromogenes Substrat der Alkalischen Phosphatase 

21. Reagenzienkit nach Anspruch 17 oder 18 zur Bestimmung von y-Glutamyl-Transferase, umfassend ein 
erstes Teilreagenz, das eine peroxidische Verbindung enthalt ein zweites Teilreagenz, das einen geeigneten 
Puffer enthalt und em weiteres Teilreagenz, das ein chromogenes Substrat der y-Giutamyl-Transferase 
enthalt 

22. Verwendung von peroxidischen Verbindungen zur Beseitigung oder/und Verminderung von Storungen, 
die durch freies Hamogiobin hervorgerufen werden, bei der Bestimmung eines Analyten in einer Probe. 
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